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Os cânceres de pele não-melanoma são os tumores malignos mais 
freqüentemente encontrados na população brasileira. Dentre estes tipos de 
tumores encontra-se o carcinoma espinocelular, que também pode estar presente 
em regiões de mucosa revestidas por epitélio escamoso. Na região bucal, 
incluindo o lábio inferior, os carcinomas espinocelulares também apresentam altas 
taxas de incidência e morbidade. O estudo do comportamento biológico dos 
diversos tipos de cânceres tem sido alvo de numerosos estudos relatados na 
literatura. Recentemente, estes estudos têm demonstrado o importante papel de 
enzimas como a ácido graxo sintase (FAS) e de fatores a ela relacionados, como 
o receptor c-erbB2, o oncogene Skp2 e o gene supressor de tumor p27 durante a 
proliferação celular e a progressão do câncer. Estas proteínas têm sido 
consideradas como importantes alvos terapêuticos para o tratamento do câncer. O 
presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão imuno-histoquímica de 
FAS, c-erbB2, p27 e Skp2 em carcinomas espinocelulares de pele, intra-orais e de 
lábio inferior, considerando-se que há diferenças no comportamento biológico 
destes tumores, e contribuindo desta forma para o melhor entendimento destas 
lesões e do papel biológico destas proteínas durante a progressão do câncer. Os 
carcinomas intra-orais expressaram os maiores valores para FAS, c-erb-B2 e skp2 
e esses valores apresentaram-se diretamente proporcionais entre si nos tumores 
analisados. Os carcinomas em lábio inferior apresentaram valores de expressão 
intermediários, enquanto que os maiores valores de p27 foram encontrados nos 
 viii
carcinomas de pele.  Estes resultados suportam a tese de que a co-expressão de 
FAS, c-erb-B2 e skp2 é importante durante a progressão do câncer e desempenha 
papel contrário ao da expressão da proteína p27. Além disso, essas proteínas são 
expressadas de forma diferente dentre carcinomas oriundos de diferentes regiões 
anatômicas e esse comportamento pode influenciar as características clínicas de 
cada tumor. 
 
Palavras-chave: câncer de boca, câncer de pele, carcinoma espinocelular, ácido 





 Nonmelanoma skin cancers are the most frequent among Brazil’s 
population. Squamous cells carcinoma is among their subtypes and occurs in skin 
and mucosa. In oral cavity, including lower lip, squamous cells carcinoma is very 
frequent and shows much damage to the patients. The study of biological behavior 
of many types of cancer has been used for many researches. Recentely, these 
researches showed the important role of proteins, like fatty acid synthase (FAS), c-
erb-B2 receptor, skp2 oncogene and p27 tumor suppressor gene during cellular 
proliferation and cancer progression. These proteins have been considered 
important therapeutic aims to cancer treatment. The present study evaluated 
immunohistochemical  expression of FAS, c-erb-B2, p27 and skp2 in oral, lower lip 
and skin squamous cell carcinomas. Oral carcinomas expressed higher levels of 
FAS, c-erb-B2 and skp2 and their levels were proportional. Lower lip carcinomas 
showed intermediary values. The levels of p27 were higher in skin carcinomas. 
These results support that the co-expression of FAS, c-erb-B2 and skp2 is 
important in cancer proliferation and has different role of p27 protein. They are 
different between carcinomas in different regions of the body and their expression 
may play role in clinical manifestation of tumors. 
 
Key words: oral cancer, skin cancer, squamous cell carcinoma, fatty acid 
synthase, c-erb-B2, p27, skp2, tumor biology, immunohistochemistry. 
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 O entendimento do comportamento biológico do câncer tem sido um dos 
principais alvos de pesquisa na atualidade (Chester et al 2004; Narayanan 2006). 
Diversos estudos tentam desvendar a complexa maquinaria envolvida na desregulação 
do controle do ciclo celular presente nos diversos tipos de cânceres. Os carcinomas 
podem acometer muitas regiões anatômicas e apresentar muitas variantes histológicas, 
como o carcinoma espinocelular (CEC), que pode afetar a pele e as mucosas. 
Classificado como um tipo de câncer de pele não-melanoma, o CEC cutâneo tem como 
principal agente etiológico a radiação actínica (Diepgen and Mahler 2002; Almahroos 
and Kurban 2004b; INCA 2007). Na região intra-bucal o CEC é, certamente, o principal 
tipo de lesão maligna encontrada, e está intimamente relacionada ao hábito de 
consumo de tabaco e álcool na forma de destilados (Cruz et al 2005; INCA 2007). Além 
da pele e mucosa intra-bucal, este tipo de lesão também pode afetar a região de lábios, 
onde está associada ao uso de tabaco e à exposição à radiação actínica (Veness 
2001). Carcinomas que acometem diferentes regiões anatômicas podem apresentar 
diferenças quanto ao comportamento clínico, com graus variáveis de agressividade. 
Tem sido demonstrado que o estudo de algumas proteínas relacionadas à proliferação 
celular, durante o desenvolvimento de tumores, pode fornecer indícios do 
comportamento clínico destes tumores, associando-se até mesmo a índices 
prognósticos, e funcionando como alvos para a terapia do câncer (Kudo et al 2001; 
Innocenzi et al 2003; Rodolico et al 2004). Dentre estas proteínas envolvidas na 
proliferação celular estão a ácido graxo sintase (FAS), c-erb-B2, p27 e skp2, para as 
quais foi demonstrada a associação com o processo de desenvolvimento de diversos 
tumores, dentre eles os carcinomas de boca (Shintani et al 2003; Agostini et al 2004; 
Silva et al 2004). Para obter indícios dos mecanismos de ação destas proteínas, o 
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presente estudo avaliou de forma comparativa a expressão destas quatro proteínas em 
CECs oriundos de três diferentes localizações anatômicas: a região intra-oral (mucosa), 
o lábio inferior (semi-mucosa) e a pele.  
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02. Revisão da Literatura 
 
02.1. CARCINOMA ESPINOCELULAR DE PELE 
 
 O carcinoma espinocelular (CEC), ou carcinoma epidermóide, é incluído; para 
fins estatísticos, entre os cânceres de pele não-melanomas, o tipo de câncer mais 
freqüentemente encontrado nas populações brasileira e mundial (Humphreys 2001; 
Diepgen and Mahler 2002; Dlugosz et al 2002; INCA 2007). Em 2006, estima-se que 
tenham ocorrido 116.640 novos casos de cânceres de pele não-melanoma no Brasil, e 
que os carcinomas espinocelulares representem aproximadamente 25% deste total 
(Castro et al 1996; Machado-Filho et al 1996; INCA 2007). As regiões sul e sudeste 
apresentam as maiores incidências, com risco estimado entre homens de 87:100.000 e 
73:100.000, respectivamente e entre as mulheres de 85:100.000 e 66:100.000, 
respectivamente (INCA 2007). 
 O carcinoma espinocelular é originário das células do epitélio de revestimento da 
pele e das mucosas (Vargo 2003). No caso da pele, a exposição cumulativa à radiação 
actínica é o principal fator de risco, principalmente em pessoas de pele clara (Oppel 
and Korting 2004; Almahroos and Kurban 2004a; Almahroos and Kurban 2004b). 
Outros fatores de risco podem ainda estar associados; dentre os quais está o linfedema 
crônico (Furukawa et al 2002), o papiloma vírus humano (Bragg and Ratner 2003), 
imunossupressão (Carucci 2003; Stasko et al 2004), aberrações genéticas (Chi et al 
1994), exposição à radiação X (Maalej et al 2004) e a carcinógenos químicos 
(Almahroos and Kurban 2004a). Em um país de clima tropical como o Brasil, a 
preocupação com este tipo de lesão deve ser ressaltada (Zaitz et al 1998; Almahroos 
and Kurban 2004b). Apesar da grande miscigenação sofrida pela população brasileira 
ao longo de sua história, a presença de indivíduos de pele clara (descendentes 
principalmente de portugueses, italianos e alémães) é freqüente na população, 
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especialmente nas regiões sul e sudeste; que estão entre as mais densamente 
povoadas (Zaitz et al 1998; IBGE 2005). Muitos destes indivíduos são ou foram 
lavradores e a exposição ao sol é constante nesta atividade, representando importante 
papel na epidemiologia deste tipo de lesão (Bastos et al 1980; Machado-Filho et al 
1996; Zaitz et al 1998). Estes indivíduos têm geralmente mais de 40 anos de idade, 
faixa etária onde a incidência dos cânceres de pele não-melanomas é relativamente 
maior (Keller et al 1997; Sachs et al 2001; Boni et al 2002). Entretanto, o padrão 
estético adotado nas últimas décadas tem estimulado os jovens a uma exposição 
aumentada aos raios solares, o que deve contribuir para a diminuição na faixa etária de 
incidência dos cânceres de pele não-melanoma (Schmook and Stockfleth 2003; 
Almahroos and Kurban 2004a; INCA 2007). As regiões do corpo mais expostas aos 
efeitos nocivos do sol, como a cabeça e pescoço e os membros superiores, são as 
mais comumente acometidas por este tipo de tumor (Bastos et al 1980; Goldenberg 
2000; Bruce and Brodland 2000). A doença se inicia como uma pequena ulceração na 
pele, que não cicatriza mesmo após um período de meses e desenvolve bordas 
elevadas e endurecidas após algum tempo. Ocorre ainda variação de coloração, 
prurido, descamação e sangramento (Keller et al 1997; Leber et al 1999; Humphreys 
2001; Sachs et al 2001; Vargo 2003; Strayer and Reynolds 2003). Apesar de evoluir de 
maneira benevolente quando comparadas ao CEC de outras regiões anatômicas, as 
lesões de pele podem gerar metástases (Danic and Danic 2003; Veness et al 2003) e o 
tratamento pode incluir desde a remoção cirúrgica com margem de segurança até a 
radioterapia, ocasionalmente envolvendo a crioterapia, quimioprevenção e terapia 
fotodinâmica (Martinez and Otley 2001; Schmook and Stockfleth 2003; Oppel and 
Korting 2004; Marmur et al 2004). 
Diversos estudos têm se empenhado em elucidar as principais bases genéticas 
e moleculares envolvidas no desenvolvimento do câncer, e o CEC de pele é um alvo 
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em potencial para a investigação das bases genéticas relacionadas à biologia tumoral 
(Tsao 2001; Cleaver and Crowley 2002; Kubo et al 2002; Black and Ogg 2003). 
 
02.2. CARCINOMA ESPINOCELULAR DE BOCA E LÁBIO INFERIOR 
 De acordo com o Instituto Nacional do Câncer do Brasil, o câncer de boca é o 6° 
mais freqüente entre os homens e o 8° mais freqüente entre as mulheres, estimando-se 
que 13470 novos casos tenham ocorrido em 2006 (INCA 2007). Na cidade de São 
Paulo, maior centro urbano do país, o câncer bucal representa cerca de 8 casos para 
cada 100.000 habitantes; uma das maiores incidências do mundo (Kowalski et al 2002). 
No mundo, este tipo de câncer é estimado como o 6° tipo mais freqüente (Moore et al 
2000). A taxa de mortalidade por câncer de boca no Brasil é estimada em 5,54 mortes 
a cada 100.000 homens, por ano (INCA 2007). Dos tumores malignos que afetam a 
cavidade bucal, aproximadamente 95% são carcinomas espinocelulares (INCA 2007). 
Este tipo de neoplasia é mais freqüente em homens, acima dos 40 anos de idade, 
geralmente com histórico de consumo excessivo de álcool e tabaco (Zakrzewska 1999; 
Chandu and Smith 2002; Wunsch-Filho 2002; Znaor et al 2003; Cruz et al 2005). 
Entretanto, há variações de acordo com a região geográfica do planeta como, por 
exemplo, na Índia, onde o tabaco mascado está fortemente associado à ocorrência do 
CEC bucal (Llewellyn et al 2001; Topping 2004; John 2005). Os CECs bucais podem 
apresentar graus variados de diferenciação histológica tumoral, fator importante na 
avaliação do risco de metástases e sobrevida dos pacientes (Shingaki et al 1988; Osaki 
et al 2000). A progressão do tumor se inicia com a invasão local e as metástases são 
mais comumente observadas em linfonodos cervicais (Neville and Day 2002). O 
diagnóstico tardio geralmente afeta de forma negativa o prognóstico, deixando as taxas 




No Brasil, não há dados que mostrem a incidência de CEC de lábio de forma 
isolada. Os dados estatísticos disponíveis o incluem, de forma geral, dentre os casos 
de câncer intra-bucal. Portanto, devem ser considerados os números apresentados 
para o câncer de boca. (INCA 2007). Apesar de estar estatisticamente associado ao 
CEC de boca, as lesões de lábio apresentam algumas particularidades quanto às suas 
características clínicas que devem ser consideradas (Veness 2001). O câncer de lábio 
é mais freqüente em pessoas de pele branca, de meia-idade e do gênero masculino, 
registrando ocorrência consideravelmante maior no lábio inferior em relação ao 
superior (Baker and Krause 1980; Moore et al 1999; Veness 2001; INCA 2007). 
Formação de crosta e ulceração, com episódios de remissão e exacerbação, estão 
freqüentemente associadas à perda do limite entre o vermelhão do lábio e a pele 
nesses pacientes (Awde et al 1996; Manganaro et al 1997; Kaugars et al 1999; Veness 
2001). O vermelhão do lábio é considerado uma zona de transição entre a mucosa e a 
pele e, portanto, possui características particulares quanto à sua composição tecidual. 
Apesar de não estarem presentes as estruturas anexas da pele nessa região, o 
comportamento biológico do tecido epitelial no vermelhão do lábio frente aos estímulos 
carcinogênicos é semelhante ao da pele e este fator influencia o comportamento do 
tumor durante sua progressão. Geralmente o CEC de lábio apresenta comportamento 
mais benevolente, semelhante ao de pele, quando comparado ao CEC bucal (van der 
Wal et al 1996; Veness 2001; Moore et al 2001). O principal risco no caso dessa lesão 
é o de metástases para linfonodos cervicais (Nuutinen and Karja 1981; Frierson, Jr. and 
Cooper 1986; Rodolico et al 2004), sendo as metástases à distância bastante raras 
(Vahtsevanos et al 2007). 
Além do uso de tabaco, o CEC de lábio também está fortemente associado à 
radiação actínica. (Lindqvist and Teppo 1978; Blomqvist et al 1991; Veness 2001; INCA 
2007). Estudos recentes têm associado a diminuição da expressão de proteínas como 
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p27 ao risco de desenvolvimento de metástases e ao prognóstico em CECs de lábio 
inferior (Rodolico et al 2004; Rodolico et al 2005).  
 
02.3. ÁCIDO GRAXO SINTASE (FAS) 
 Recentemente demonstrou-se que a ácido graxo sintase (Fatty Acid Synthase – 
FAS); enzima envolvida principalmente na síntese de ácidos graxos endógenos de 
cadeia longa (Wakil et al 1981; Jayakumar et al 1995; Brink et al 2002; Baron et al 
2004); apresenta-se em níveis elevados em algumas neoplasias (Milgraum et al 1997; 
Oskouian 2000; Takahiro et al 2003). Dentre elas estão os cânceres de mama (Wang 
et al 2001), próstata (Rossi et al 2003), ovário (Alo et al 2000), estômago (Kusakabe et 
al 2002), bexiga (Visca et al 2003), boca (Krontiras et al 1999), sarcomas de tecidos 
moles (Takahiro et al 2003) e em melanomas (Innocenzi et al 2003). Os níveis 
elevados desta enzima também estão associados ao pior prognóstico destas lesões 
(Gansler et al 1997; Kuhajda 2000; Innocenzi et al 2003). A associação da FAS com o 
comportamento proliferativo de carcinomas espinocelulares de boca, assim como em 
processos proliferativos de natureza não neoplásica, como a fibromatose gengival 
hereditária, foi estudado no Laboratório de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP e os 
resultados encontrados sugerem que esta proteína esteja diretamente relacionada a 
uma maior proliferação celular quando comparadas as lesões à mucosa e gengiva 
normais (Agostini et al 2004; Silva et al 2004; Almeida et al 2005). O índice de 
proliferação celular foi diminuído pelo tratamento de células em cultura com inibidores 
da FAS como a cerulenina (Almeida et al 2005). 
Com exceção de tecidos altamente lipogênicos, como o fígado, tecido adiposo e 
mama, a atividade fisiológica da FAS é consideravelmente baixa, visto que os ácidos 
graxos utilizados no metabolismo normal são obtidos através da dieta (Weiss et al 
1986; Kuhajda et al 2000). Entretanto, em células malignas, a maior parte dos ácidos 
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graxos é proveniente da biossíntese endógena, independente do suplemento 
nutricional (Ookhtens et al 1984; Weiss et al 1986) e este fato está intimamente 
relacionado à FAS (Baron et al 2004). Esta enzima pode atuar na síntese de 
fosfolipídeos da membrana de células tumorais, como já foi demonstrado em cânceres 
de próstata (Swinnen et al 2003). Também já foi demonstrado que células provenientes 
de cânceres de próstata (Furuya et al 1997), mama (Pizer et al 1998a), cólon (Li et al 
2001) e boca (Guo et al 2003), quando tratadas com inibidores específicos da atividade 
da FAS, apresentaram diminuição na síntese de ácidos graxos, bloqueio na replicação 
do DNA, diminuição na proliferação celular e aumento no número das células em 
apoptose.  
A FAS é uma enzima formada por duas cadeias polipeptídicas longas, com 
massa molecular de aproximadamente 250 Kda (Wakil et al 1981; Brink et al 2002; 
Chirala et al 2003). Ela utiliza-se de substratos como acetil-CoA e malonil-CoA, para 
produzir ácidos graxos como o palmitato, miristato e estearato num processo 
dependente de NADPH (Jayakumar et al 1995; Pizer et al 2000; Baron et al 2004). 
Estes ácidos graxos e seus derivados participam na composição de membranas 
celulares, atuam como hormônios e mensageiros intracelulares, e estão entre as 
principais fontes de armazenamento de energia no organismo (Kumar-Sinha et al 2003; 
Chirala et al 2003). A partir do palmitato e o estearato, ocorre a produção de ácidos 
graxos de cadeias bastante longas que estão envolvidos, entre outras funções, na 
progressão da divisão celular (Hannun and Obeid 2002; Chirala et al 2003). 
Fosfolipídeos de membrana são gerados durante o metabolismo destes substratos 
produzidos pela FAS e sua produção em linhagens de câncer e próstata mostrou-se 




Esta atividade biológica da FAS a torna um possível alvo terapêutico para o 
tratamento de diversos tipos de câncer, uma vez que ela está diretamente ligada a 
síntese de ácidos graxos e este processo está, aparentemente, acelerado em células 
tumorais (Kuhajda 2000; Swinnen et al 2000; Gabrielson et al 2001; Kumar-Sinha et al 
2003). 
De acordo com a revisão de literatura realizada neste estudo, não há relatos 
sobre a atividade da FAS e sua influência no índice de proliferação de carcinomas 
espinocelulares de pele. Esta avaliação pode ser importante não só para a 
compreensão da atividade biológica deste tipo de tumor, como também para uma 




 A família de receptores celulares erb-B é composta por quatro membros, c-erb-
B1, c-erb-B2, c-erb-B3 e c-erb-B4. Todos estes receptores estão envolvidos na 
regulação do crescimento, diferenciação e migração de vários tipos celulares (Kolibaba 
and Druker 1997). Menard et al. (Menard et al 2000) relata que a c-erb-B2 é uma 
proteína receptora de fatores de crescimento transmembrânico que exibe atividade de 
tirosino-quinase e possui muitas similaridades com o receptor do fator de crescimento 
epidérmico. Mudanças na expressão do gene que codifica a proteína c-erb-B2 e de seu 
produto têm sido estudadas extensivamente em diferentes neoplasias, principalmente 
no câncer de mama e em suas lesões precursoras. Eles podem funcionar como 
oncogenes, sendo que há uma alta expressão em carcinomas espinocelulares, câncer 
de mama, carcinomas de ovário e próstata (Signoretti et al 2000; Yarden 2001; Kumar-
Sinha and Chinnaiyan 2003; Ross et al 2003). Terapêuticas recentes contra o câncer 
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de mama visam inibir a super-expressão de c-erb-B2 em células tumorais (Geddert et 
al 2002). 
 O receptor do fator de crescimento epidérmico (EFGR) e o c-erb-B2 são 
altamente expressos por linhagens celulares de carcinomas espinocelulares, sugerindo 
um possível papel para seus ligantes no controle da expressão da FAS (Agostini et al 
2004). 
 Já foi demonstrado que o c-erb-B2 estimula o promotor da FAS e, 
conseqüentemente, a síntese de ácidos graxos em linhagens celulares de câncer de 
mama e também que a inibição da FAS promove morte por apoptose, 
preferencialmente nas células que tem expressão aumentada de c-erb-B2 (Kumar-
Sinha et al 2003). Quando ativados, os receptores da família erb-B, desencadeiam 
sinais intracelulares devido a sua atividade tirosina-quinase, que pode ativar as vias PI-
3K e MAP-quinase, as quais estão envolvidas nos processos que definem a expressão 
da FAS (Kumar-Sinha et al 2003).  
 
02.5. p27 
p27 é uma proteína da família das reguladoras de quinases dependentes de 
ciclinas (CDKs) que pertence à família Cip/Kip, baseada em propriedades estruturais e 
funcionais semelhantes, à qual pertencem outras proteínas, como p21 e p57 (Harper et 
al 1993; Toyoshima and Hunter 1994; Russo et al 1996). A quantidade destas proteínas 
está aumenta em células durante a quiescência, ou quando elas estão fora das fases 
de diferenciação (Blain et al 2003). São consideradas componentes do sistema de 
sinais anti-mitóticos e atuam bloqueando o ciclo celular durante as fases G0 e G1, pois 
impedem a atuação das CDKs, que são reguladoras positivas do ciclo celular (Polyak 
et al 1994; Kudo et al 1998; Blain et al 2003; Kudo et al 2005b). p27 é, portanto, 
considerado um gene supressor tumoral (Fero et al 1998; Blain et al 2003; Kudo et al 
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2005b). Diversos estudos demonstraram que a expressão de p27 está reduzida em 
alguns tipos de cânceres agressivos (Yasui et al 1997; Porter et al 1997; Esposito et al 
1997; Loda et al 1997; Piva et al 1999; Chiarle et al 2000). A redução dos níveis de 
proteína p27 nesses carcinomas sugere que sua ausência predispõe a formação de 
tumores (Gstaiger et al 2001). Além disso, a redução dos níveis de p27 está fortemente 
associada a um pior prognóstico e aumento dos índices de mortalidade e de 
metástases em pacientes portadores de diversos tipos de carcinomas, incluindo o CEC 
bucal (Porter et al 1997; Kudo et al 1998; Venkatesan et al 1999; Slingerland and 
Pagano 2000; Kuo et al 2002; Blain et al 2003; Shintani et al 2003; Bloom and Pagano 
2003; Kitajima et al 2004; Kudo et al 2005b). Além dessa relação com diversos tipos de 
cânceres também já foi demonstrado que a expressão de p27 diminui à medida que 
lesões displásicas aumentam em grau até se transformarem em lesões malignas, 
mostrando que a redução em seu nível começa em estágios iniciais de progressão da 
lesão (Kudo et al 2000; Choi et al 2003; Kudo et al 2005b). Outro fator importante é que 
a proteína p27 também atua na promoção de apoptose em células tumorais (Wang et 
al 1997; Supriatno et al 2002). A diminuição dos níveis de p27 diminui os sinais 
positivos para a inicialização de apoptose frente a estímulos proliferativos e, 
conseqüentemente, facilita a progressão tumoral (Katayose et al 1997; Kudo et al 
2000). Estudos recentes têm proposto que a restauração dos níveis de p27 pode ter 
efeito clínico benéfico no tratamento de alguns carcinomas (Katner et al 2002; Blain et 
al 2003). Por estas razões, p27 é considerado alvo importante de estudos que o 
consideram importante marcador tumoral de prognóstico e como promessa de mais 
uma arma na terapia do câncer (Kitajima et al 2004; Kudo et al 2005b).  
Foi demonstrado que, na grande maioria das vezes, apesar dos níveis da 
proteína p27 estarem reduzidos nos carcinomas, o nível de RNA mensageiro (RNAm) 
permanece inalterado (Yasui et al 1997; Fero et al 1998; Kitajima et al 2004; Kudo et al 
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2005b). Essa observação indica que a diminuição na expressão de p27 está mais 
relacionada à degradação protéica do que a alterações na expressão gênica (Loda et al 
1997; Kudo et al 2005b). A degradação de p27 é realizada através do sistema 
ubiquitina-proteossomo in vitro e in vivo (Pagano et al 1995; Kudo et al 2005b) e está 
intimamente relacionada à atuação da proteína skp2 (Carrano et al 1999; Tsvetkov et al 
1999; Gstaiger et al 2001; Shintani et al 2003). 
 
02.6. skp2 
 skp2 é uma proteína F-box, considerada uma ligase de ubiquitina, que atua 
como uma subunidade do complexo SCFSkp2 e é responsável pelo reconhecimento e 
marcação de p27 para sua ubiquitinização e degradação (Carrano et al 1999; Tsvetkov 
et al 1999; Gstaiger et al 2001). Como conseqüência de sua atuação, tem-se a 
degradação por proteólise de p27 e promoção do ciclo celular para a fase S, com 
replicação do DNA (Zhang et al 1995; Sutterluty et al 1999). Assim como para p27, os 
níveis protéicos de skp2 estão alterados nas células durante a progressão tumoral. 
skp2 está freqüentemente super-expressada em diversas linhagens de células tumorais 
(Latres et al 2001; Gstaiger et al 2001; Signoretti et al 2002; Masuda et al 2002a; Kudo 
et al 2005b). Em displasias epiteliais e carcinomas bucais, a expressão de skp2 está 
progressivamente aumentada em relação aos tecidos normais e esta expressão é 
inversamente proporcional à de p27 (Kudo et al 2001; Gstaiger et al 2001; Shintani et al 
2003; Kudo et al 2005b). A partir destas observações, alguns autores demonstraram 
que o aumento na expressão de skp2 promove a degradação de p27 através do 
sistema ubiquitina-proteossomo, o que favorece, conseqüentemente, a progressão 
tumoral (Hershko et al 2001; Masuda et al 2002b; Kudo et al 2005b). Portanto, a super-
expressão de skp2 e conseqüente aumento da degradação de p27, é considerada 
como importante fator de piora no prognóstico e diminuição de sobrevida nos pacientes 
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(Kudo et al 2001; Shintani et al 2003). Assim; considerado como um oncogene 
intimamente ligado a p27, skp2 também se tornou alvo de estudos para sua utilização 
como marcador de prognóstico e auxílio na terapia do câncer, já que a identificação e 
possibilidade de ataque específico às células com níveis elevados de produção de 
proteínas relacionadas à proliferação celular é um dos objetivos das terapias anticâncer 
atuais (Gstaiger et al 2001; Bloom and Pagano 2003).  
 Estudos recentes demonstraram que a inibição de FAS pode interferir 
negativamente na proliferação tumoral e induzir as células a apoptose (Li et al 2001; 
Heiligtag et al 2002). Knowles LM et al (Knowles et al 2004); observaram que o 
bloqueio da atividade de FAS é uma importante via de marcação da atividade de skp2, 
pois causa regulação negativa na expressão desta proteína e, conseqüentemente, leva 
ao aumento e estabilização dos níveis de p27, com bloqueio da progressão do ciclo 
celular.  
 Considerando-se a elevada incidência dos CECs de pele e boca na população 
brasileira, assim como a provável participação da enzima FAS, do receptor c-erb-B2, 
do gene supressor de tumor p27, do oncogene Skp2 durante a proliferação celular 
destes carcinomas; o estudo da expressão destas proteínas nos carcinomas de pele e 
boca pode ser útil para a compreensão das diferenças no comportamento biológico 
destes carcinomas ou mesmo de outros tipos de cânceres. Além disso, a escassez de 
estudos sobre a atividade conjunta destas proteínas e de forma comparativa em CECs 
de regiões distintas, suporta a necessidade de realização de trabalhos como este, já 
que elas são alvos potenciais para o desenvolvimento de novas terapêuticas para o 









 O objetivo deste estudo é avaliar e comparar a expressão imuno-histoquímica de 
ácido graxo sintase (FAS), do receptor c-erb-B2, do gene supressor de tumor p27 e do 









 Foram selecionados 90 casos de carcinomas espinocelulares do arquivo de 
material emblocado em parafina da Disciplina de Patologia da FOP-UNICAMP de 1999 
a 2006, sendo 30 casos de pele, 30 intra-orais (mucosa), e 30 de vermelhão de lábio 
inferior (semi-mucosa); todos eles com diagnóstico realizado previamente. Todas as 
fichas dos pacientes foram revisadas e os dados clínicos relativos à idade dos 
pacientes no momento do diagnóstico, gênero, cor da pele e estadiamento (TNM) dos 
tumores, foram anotados e estão discriminados na tabela 1 e gráficos 1 e 2: 
Tabela 1: Distribuição dos casos de carcinomas intra-oral, de lábio inferior e pele segundo as 
médias de idade, gênero e cor da pele dos pacientes. 
    Idade (anos) Gênero  Cor da pele 
   Nº casos  Média Amplitude Masculino Feminino  Branco Negro Outros
Mucosa  30  61,86 82-34 27 3  20 4 6 
Semi-mucosa  30  62,15 90-43 25 5  29 0 1 
Pele  30  64,14 86-35 16 14  29 0 1 
 






















Gráfico 1: Distribuição de tumores por tamanho 
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Distribuição de casos com metástase em 






















Gráfico 2: Acometimento de linfonodos regionais* 
 
Os dados relativos ao estadiamento dos tumores foram adaptados, ou estão de 
acordo com a classificação da União Internacional contra o Câncer e Instituto Nacional 
do Câncer do Brasil (UICC 2004; INCA 2007).  
*N0 = ausência de metástase em linfonodos regionais e N+ = presença de 
metástase em linfonodos regionais. Não foram encontrados relatos de metástases a 
distância em nenhum dos casos analisados.  
 
04.2. Análise histológica convencional 
Após observação das lâminas dos casos selecionados em microscopia óptica, 
foram confeccionados novos cortes histológicos e os mesmos corados em H&E e 
analisados em microscópio óptico para confirmação do diagnóstico e análise do grau 
de diferenciação tumoral segundo os critérios do INCA (INCA 2007). Os dados relativos 
ao grau de diferenciação tumoral estão ilustrados no gráfico 3:  
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Distribuição dos graus de diferenciação histólogica 


















Grafico 3: Distribuição de tumores por grau histológico 
 
04.3. Análise Imuno-histoquímica 
Além dos cortes para coloração com H&E, foram realizados cortes semi-
seriados, com 3µm de espessura, que foram fixados em lâminas silanizadas (3-
aminopropyl-triethoxysilane, Sigma Aldrich®, EUA) e colocados em estufa a 56oC por 
24 horas. Em seqüência, os cortes foram diafanizados em xilol, com duas trocas de 10 
minutos em temperatura ambiente (cerca de 25°C) e hidratados em concentrações 
decrescentes de etanol (absoluto, 90%, 70%, 50% e água). Após a re-hidratação, os 
cortes foram lavados em água corrente e realizada a recuperação antigênica nos 
tecidos, para a marcação com os anticorpos primários. A relação de anticorpos 
utilizados encontra-se sumarizada na tabela 2. Foi realizada recuperação antigênica 
em microondas, por 23 minutos em potência máxima em solução de ácido cítrico 10 
mM pH 6,0 para os anticorpos primários anti-FAS, anti-c-erb-B2. Para os anticorpos 
primários anti-p27 e anti-skp2 foi realizada recuperação antigênica em banho-maria a 
96ºC em solução de citrato de sódio 10 mM pH 6,0, por 15 minutos. Após o 
resfriamento, os cortes foram lavados em água corrente por 5 minutos e incubados 
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com solução aquosa de peróxido de hidrogênio 10 volumes em 3 trocas de 5 minutos 
cada, seguidos de incubação com solução aquosa de peróxido de hidrogênio 20 
volumes, em 2 trocas de 5 minutos cada, para bloqueio da peroxidase endógena. Apos 
nova lavagem em água corrente por 5 minutos, os cortes foram lavados por três vezes 
de 5 minutos cada com solução salina tamponada com fosfato (PBS) e incubados em 
câmara úmida a 4°C por 16 horas com os anticorpos primários anti-FAS, anti-c-erb-B2, 
anti-p27 e anti-Skp2 em diluições de PBS previamente testadas. Em seqüência, foram 
lavados com PBS (3 trocas) e incubados com Complexo Strept ABC/HRP Duet, 
Mouse/Rabbit (DAKO, Dinamarca) para os anticorpos anti-FAS e anti-C-erb-B2, e 
LSAB+ (DAKO, Dinamarca) para os anticorpos anti-p27 e anti-skp2. A primeira 
incubação foi realizada por 30 minutos a 37ºC em câmara úmida para o anticorpo 
secundário biotinilado e a segunda incubação por mais 30 minutos a 37ºC em câmara 
úmida com o complexo Streptavidina – Biotina ou Streptavidina HRP. Todos os cortes 
foram então revelados com solução de diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, EUA), 
peróxido de hidrogênio e dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich®, EUA) por 5 minutos, 
contra-corados com hematoxilina de Carazzi e montadas com bálsamo do Canadá.  
 
Tabela 2 – Relação de anticorpos utilizados para avaliação dos carcinomas intra-orais, de lábio 
inferior e pele. Todos os anticorpos comercializados por Dako, exceto Anti-skp2, por Santa 
Cruz.  
Anticorpo Clone Diluição Recuperação antigênica 
Anti-FAS -------- 1:3000 Microondas, 23’, tampão citrato pH 6,0, 10mM 
Anti-c-erb-B2 -------- 1:200 Microondas, 23’, tampão citrato pH 6,0, 10mM 
Anti-p27 SX53G8 1:100 Banho-maria, 96ºC, 15’, tampão citrato pH 6,0, 10mM 
Anti-skp2 -------- 1:50 Banho-maria, 96ºC, 15’, tampão citrato pH 6,0, 10mM 
 
04.4. Análise subjetiva dos resultados 
Após confecção da coloração imuno-histoquímica, os cortes foram analisados 
em microscopia óptica, de forma independente, categorizando-se as intensidades de 
marcação imuno-histoquímica como negativa (-), fraca (+), quando a quantidade de 
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células positivas num campo com aumento de 400x era menor que 50%; e forte (+++), 
com marcação positiva acima de 50% do campo, além de ter sido considerada a 
intensidade de tonalidade castanha, referente à marcação imuno-histoquímica positiva, 
para essa classificação subjetiva. O marcador imuno-histoquímico anti-c-erb-B2, por 
apresentar a capacidade de marcar tanto a membrana celular, quanto o citoplasma, foi 
analisado para estes dois padrões de marcação nos carcinomas.  
 
04.5. Análise computadorizada 
Além da análise subjetiva, as lâminas com coloração imuno-histoquímica foram 
também submetidas à leitura dos resultados em microscópio óptico com ocular Kp1 e 
aumento de 400x, com auxílio de programa de análise computadorizada de imagens 
(KS-400®, Karl Zeiss, Alémanha). Para os quatro marcadores analisados foi realizada 
leitura da densidade óptica das áreas imuno-histoquimicamente positivas em 3 campos 
diferentes para cada caso, nos 3 tipos de carcinomas. Foi estabelecido um valor médio 
entre as 3 leituras realizadas em cada lâmina. Os resultados obtidos são dados na 
unidade grey e indicam a quantidade de luz que atravessa a lâmina nas áreas com 
marcação imuno-histoquímica positiva e chega até a câmera acoplada ao microscópio 
que captura as imagens. Os valores obtidos são, portanto, inversamente proporcionais 
à intensidade de marcação imuno-histoquímica positiva nas lâminas. Além da leitura da 
densidade óptica, para os marcadores anti-p27 e anti-skp2, foi medida também a área 
de marcação positiva em micrômetros quadrados (µm2).  
Os casos que não apresentaram marcação imuno-histoquímica positiva foram 
excluídos da avaliação computadorizada para que não houvesse influência na análise 




Tabela 3 – Casos de carcinomas intra-orais, de lábio inferior e pele, excluídos da análise 
estatística para valores de densidade óptica e área de marcação por apresentarem marcação 
imuno-histoquímica negativa. 
Casos excluídos – BOCA  Casos excluídos – LÁBIO  Casos excluídos – PELE 
p27 Skp2  FAS C-erb-B2 p27 skp2  FAS C-erb-B2 p27 skp2 
B5 B12  L4 L8 L6 L3  P1 P1 P3 P1 
B14 B14  L9 L23 L10 L12  P7 P6 P5 P3 
B18 B18  L11  L16 L17  P14 P10 P16 P11 
B20 B27  L23  L27 L29  P22 P14 P24 P21 
B30     L29   P23 P18 P27 P29 
        P24 P21   
        P26 P26   
        P30 P29   
 
Além das leituras acima citadas, para cada marcador, em cada um dos 3 tipos 
de carcinomas analisados, foram também selecionados 5 casos aleatórios, nos quais 
foi feita a contagem de células positivas em relação às negativas em microscópio 
óptico com ocular Kp1 e aumento de 400x, com auxílio de programa de análise 
computadorizada de imagens (KS-400®, Karl Zeiss, Alémanha), e posteriormente feita 
correlação estatística com os resultados obtidos nas outras contagens, para avaliar a 
comparabilidade dos resultados obtidos. Os dados relativos às contagens estão 
colocados em anexo neste trabalho. 
 
04.6. Análise estatística 
Os valores obtidos nas leituras foram digitados em planilha eletrônica (EXCEL® 
2003, Microsoft, EUA) e exportados, conforme a necessidade, para o programa 
Bioestat 4.0 (Manuel Ayres, Manuel Ayres Jr, Daniel Lima Ayres, Alex de Assis Santos 
dos Santos - 2006 – Brasil). De acordo com o tipo de cada variável e com o estudo de 
suposições, os resultados foram analisados por meio dos testes ANOVA e Kruskal-
Wallis. Foram comparadas as diferenças de expressão de cada proteína entre os três 
tipos diferentes de localização dos carcinomas, e entre a expressão no mesmo tumor 
das proteínas: 
_ FAS contra p27 (em densidade óptica); 
 
 21
_ c-erb-B2 contra p27 (em densidade óptica); 
_ skp2 contra p27(em densidade óptica e área). 
Também foram correlacionados os padrões de expressão entre as proteínas 
FAS, c-erb-B2 e skp2 (em densidade óptica), avaliando se houve proporcionalidade 
entre os mesmos.  
Os casos em que não houve marcação para qualquer uma das proteínas 
analisadas, em qualquer um dos carcinomas, constaram apenas na análise estatística 
subjetiva, tendo sido excluídos da análise estatística para os valores obtidos em 







Todos os casos de carcinomas de boca apresentaram positividade para os 
marcadores anti-FAS e anti-c-erb-B2. O mesmo não ocorreu para os carcinomas de 
lábio e pele, que se apresentaram negativos respectivamente em 4 e 8 casos para 
marcação anti-FAS e 2 e 8 casos, respectivamente, para marcação anti-c-erb-B2. Para 
a marcação anti-p27, houve negatividade em 5 casos de cada uma das três 
localizações de carcinomas analisadas. Os carcinomas de boca e lábio foram negativos 
para 4 casos com marcação anti-skp2 cada, enquanto os carcinomas de pele 
apresentaram negatividade em 5 casos para este marcador, conforme tabela 3. 
A análise subjetiva dos casos mostrou, para os carcinomas de boca, lábio e pele 
(gráficos 4, 5 e 6), que o padrão de expressão de FAS foi acompanhado de forma 
semelhante por c-erb-B2 e skp2. Nos carcinomas de boca, a maior freqüência foi de 
marcação forte (++) para as três proteínas (figuras A, D e L). Nos casos de lábio, o 
padrão de marcação fraco (+) predominou para FAS, c-erb-B2 e skp2 (figuras B, E e 
M, respectivamente), assim como nos casos de carcinomas em pele (figuras C, F e N, 
respectivamente). Em todos estes casos, as porcentagens de carcinomas agrupados 
nos grupos forte e fraco foram semelhantes para FAS, c-erb-B2 e skp2.  
A proteína p27 apresentou comportamento inverso às outras três proteínas 
analisadas, segundo a análise subjetiva. Nos carcinomas de boca, foi encontrada maior 
proporção de casos com marcação fraca (+) para p27 (figura I), enquanto nos 
carcinomas de lábio inferior e pele houve maior freqüência de casos com marcação 


















Gráfico 4: Padrão subjetivo de marcação intra-oral. 
Distribuição dos padrões de marcação entre os 


























  Gráfico 5: Padrão subjetivo de marcação em lábio inferior.         Gráfico 6: Padrão subjetivo de marcação em pele. 
 
Os valores gerais obtidos para a expressão em densidade óptica e área de 
marcação positiva das proteínas, com o auxílio de análise computadorizada, foram 
relacionados na tabela 4. 
Na análise com auxílio de programa computadorizado, observaram-se valores 
significativamente maiores na expressão de FAS em boca (ANOVA, p<0,01) e lábio 
(ANOVA, p<0,01) quando comparados aos carcinomas de pele. Quando comparados 
os carcinomas de boca e de lábio, não foram observadas diferenças estatisticamente 
significantes (ANOVA, p=0,0628). Os carcinomas de boca, lábio e pele apresentaram 
marcação anti-FAS exclusivamente em citoplasma em todos os casos.  
O marcador anti-c-erb-B2 mostrou-se significativamente mais expresso nos 
carcinomas de boca quando comparados aos de lábio (ANOVA, p<0,01) e pele 
(Kruskal-Wallis, p<0,05). Quando comparados os carcinomas de lábio com os de pele, 
não foram observadas diferenças estatisticamente significantes (ANOVA, p=0,1022). A 
marcação para c-erb-B2 nos carcinomas de boca ocorreu em 50% dos casos apenas 
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em citoplasma (figura G) e 50% também em membrana celular (figura H). Em 
carcinomas de lábio, essa distribuição foi de 48% dos casos em citoplasma, 45% em 
membrana e citoplasma e 7% dos casos apenas em membrana. Nos carcinomas de 
pele, 75% dos casos apresentaram marcação anti-c-erb-B2 apenas em citoplasma e 
25% apenas em membrana. O padrão de marcação em membrana, para c-erb-B2 foi 
localizado e geralmente associado a áreas de maior diferenciação tumoral; próximas à 
periferia das lesões. 
A expressão de p27 nos carcinomas de boca, quando avaliada a densidade 
óptica, mostrou-se significativamente menor quando comparada aos carcinomas de 
lábio (ANOVA, p<0,01) e pele (Kruskal-Wallis, p<0,05). Entre os carcinomas de lábio e 
os de pele, notou-se expressão significativamente maior de p27 em pele (Kruskal-
Wallis, p<0,05). Para a análise da área de marcação positiva, foram observadas 
diferenças significativas entre todos os carcinomas, sendo a expressão crescente entre 
os carcinomas de boca, seguidos dos de lábio e, finalmente, maior nos de pele 
(ANOVA, p<0,01). 
A expressão de skp2 mostrou diferença estatisticamente significante entre todos 
os carcinomas quando avaliadas a densidade óptica e a área de marcação. Para 
densidade óptica, os carcinomas de boca mostraram valores maiores de expressão 
quando comparados aos carcinomas de lábio (ANOVA, p<0,01) e pele (ANOVA, 
p<0,01), ocorrendo o mesmo com os carcinomas de lábio, quando comparados aos de 
pele (ANOVA, p<0,01). Para a área de marcação imuno-histoquímica positiva, 
novamente foram encontrados valores maiores nos carcinomas de boca em relação 
aos de lábio (ANOVA, p<0,01) e pele (Kruskal-Wallis, p<0,05) e nos de lábio em 





Tabela 4: Distribuição dos valores absolutos de expressão de FAS, c-erb-B2, p27 e skp2 em densidade 
óptica e área de marcação nos carcinomas intra-bucais, de lábio inferior e pele. 
 Médias de Expressão 
  FAS – DO (grey*) c-erb-B2 - DO (grey) p27 - DO (grey) p27 - área (µm2**) skp2 - DO (grey) skp2 - área (µm2)
Mucosa 178,43 ± 20,63 168,79 ± 19,25 278,16 ± 18,31 499,58 ± 200,63 157,76 ± 10,05 339,10 ± 128,50 
Semi-mucosa 188,56 ± 19,57 193,03 ± 13,36 170,23 ± 18,24 792,48 ± 244,40 191,47 ± 09,48 170,59 ± 91,34 
Pele 204,82 ± 17,25 199,09 ± 12,29 158,12 ± 06,92 1231,14 ± 209,36 201,54 ± 07,28 79,26 ± 28,15 
*grey = unidade de medida de intensidade de luz que atravessa o tecido corado.     **µm2 = micrômetros quadrados. 
 
Nos carcinomas de boca, as expressões de FAS (ANOVA, p<0,01), c-erb-B2 
(ANOVA, p<0,01) e skp2 (ANOVA, p<0,01) foram significativamente maiores em 
relação à de p27 quando avaliadas por meio da densidade óptica. Curiosamente, a 
expressão de skp2 foi menor em relação à de p27, quando comparada à área de 
marcação (ANOVA, p<0,01). 
Para os carcinomas de lábio, ao contrário do que ocorreu para os de boca, a 
expressão de p27 em densidade óptica foi significativamente maior que as de FAS 
(ANOVA, p<0,01), c-erb-B2 (ANOVA, p<0,01) e skp2 (ANOVA, p<0,01). Na avaliação 
da área positiva, novamente encontraram-se valores significativamente maiores de p27 
em relação aos de skp2 (ANOVA, p<0,01). 
De forma semelhante aos carcinomas de lábio, os carcinomas de pele 
apresentaram valores significativamente maiores para a expressão de p27, em 
densidade óptica, quando comparados aos de FAS (ANOVA, p<0,01), c-erb-B2 
(Kruskal-Wallis, p<0,05) e skp2 (ANOVA, p<0,01), e em área de marcação, quando 






















Estudos recentes têm demonstrado haver diferenças na expressão de FAS, c-
erb-B2, p27 e skp2 em diversos tipos de tumores, em relação ao tecido normal de 
origem ou a outros tipos de tumores (Ulanovski et al 2004; Fernandez-Figueras et al 
2005) (Li et al 2004; Menendez et al 2004b; Handra-Luca et al 2006). Entretanto, a 
comparação entre a expressão destas proteínas em tumores com origem nos mesmos 
tipos celulares, mas em localizações anatômicas diferentes, não tem sido 
extensivamente explorada nestas pesquisas. Neste estudo, a avaliação da expressão 
destas proteínas relacionadas à proliferação celular em carcinomas espinocelulares de 
três diferentes localizações anatômicas permitiu comparar sua atuação e associá-las 
aos diferentes comportamentos clínicos dos tumores analisados.  
Os dados clínicos neste estudo não possuem valor epidemiológico relevante, 
uma vez que os casos foram selecionados para atenderem as necessidades da 
avaliação imuno-histoquímica pretendida. Entretanto, observações como ausência de 
diferenças estatisticamente significantes entre as graduações histológicas nos 
carcinomas de mucosa, semi-mucosa e pele (Kruskal-Wallis, p=0,1601) são 
importantes, pois afastam a possibilidade de que esta variável possa ter interferido 
durante a comparação da expressão das proteínas entre as diferentes localizações dos 
carcinomas.  
Foi demonstrado na literatura que os queratinócitos são capazes de apresentar 
variações na expressão de proteínas estruturais e na resposta a estímulos 
inflamatórios e tumorais, o que resulta em diferenças em seus estágios de maturação 
dentro das lesões (Jansen et al 2001; Baek et al 2003; Chinnathambi and Bickenbach 
2005). O estudo destas características, associado à expressão gênica de proteínas 
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responsáveis pela proliferação celular, pode ajudar a compreender os mecanismos 
pelos quais os queratinócitos apresentam comportamentos biológicos distintos, que 
influenciam na sua diferenciação e maturação dentro de diversas lesões (Bennett et al 
2000; Jansen et al 2001).  
O tecido epitelial da epiderme, apesar de possuir diversas semelhanças com a 
mucosa, apresenta também algumas estruturas e propriedades biológicas distintas, as 
quais podem estar associadas a diferenças no comportamento clínico dos carcinomas 
com origem nesta estrutura quando comparados aos carcinomas originados na mucosa 
intra-bucal (Brysk et al 1995; Gibbs and Ponec 2000). Na cavidade bucal as regiões 
também podem apresentar diferenças quanto as características do epitélio presente em 
cada uma delas (Brysk et al 1995; Gibbs and Ponec 2000), como entre o palato duro e 
a mucosa jugal; por exemplo, que exibem diferença em sua queratinização (Gibbs and 
Ponec 2000; Katou et al 2003). Mesmo não tendo sido consideradas as características 
específicas dos epitélios para cada região anatômica na seleção dos carcinomas intra-
bucais neste estudo, este fator não foi considerado estatisticamente relevante, pois 
intencionou-se comparar tumores em mucosa de uma forma geral com outros de semi-
mucosa e pele.   
Os mecanismos pelos quais os carcinomas de origem nas diferentes 
localizações apresentam comportamentos biológicos distintos ainda não foram 
completamente elucidados; contudo o estudo da expressão de proteínas relacionadas 
à proliferação celular, como FAS, c-erb-B2, p27 e skp2 pode ser importante ferramenta 
de estudo para determinar estas diferenças (Silva et al 2004; Rodolico et al 2004; 
Zhang et al 2005; Fernandez-Figueras et al 2005). 
Os valores encontrados na análise imuno-histoquímica de FAS entre os 
carcinomas analisados mostraram que ocorrem diferenças também para a expressão 
desta proteína. Apesar de os carcinomas de lábio possuírem comportamento clínico 
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semelhante aos de pele, a ausência de diferenças estatisticamente significantes para a 
expressão de FAS entre os carcinomas de lábio e boca, associada às diferenças 
estatisticamente significantes encontradas entre a expressão de FAS em lábio e pele, 
não permitiu estabelecer uma correlação direta entre a expressão desta proteína e o 
comportamento clínico dos tumores localizados em lábio inferior (Cassarino et al 
2006a; Cassarino et al 2006b; Vahtsevanos et al 2007). De acordo com o exposto 
anteriormente, esperar-se-ia que a expressão de FAS encontrada fosse semelhante 
entre tumores de lábio e pele e estes diferissem dos carcinomas intra-bucais, o que 
não ocorreu de forma direta neste estudo. Contudo, é clara a observação de que os 
valores de expressão de FAS encontrados são proporcionalmente maiores nos 
carcinomas de boca em relação aos de pele, concordando com estudos anteriores, que 
demonstraram maior expressão desta proteína em carcinomas mais agressivos e em 
tecidos com maior grau de displasia (Krontiras et al 1999; Nemoto et al 2001; Camassei 
et al 2003). Cada vez mais, o papel da síntese de ácidos graxos na patogênese de 
lesões malignas tem se tornado alvo de estudos (Menendez and Lupu 2006; Kuhajda 
2006), principalmente devido aos importantes achados que demonstraram a influência 
de FAS na sobrevivência e crescimento de células malignas (Menendez and Lupu 
2004; Menendez et al 2004b; Rossi et al 2006). Entretanto, o papel de FAS na síntese 
de ácidos graxos endógenos envolvidos na proliferação celular pode estar associado 
não apenas com o desenvolvimento de lesões malignas, como demonstrou Almeida et 
al (Almeida et al 2005). Silva et al (Silva et al 2004) e Krontiras et al (Krontiras et al 
1999) relataram em seus estudos que a expressão de FAS foi maior em carcinomas 
bem diferenciados. Neste estudo, não foram observadas relações de expressão com o 
grau de diferenciação dos carcinomas, pois os mesmos foram graduados em quase 
sua totalidade entre os graus I e II. Em concordância com o estudo de Silva et al (Silva 
et al 2004), as áreas mais representativas para a expressão de FAS no tecido normal 
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adjacente ao tumor foram na camada basal do epitélio. Apesar da correlação positiva 
obtida por Pizer et al (Pizer et al 1998b) entre os níveis de FAS e os marcadores de 
proliferação celular PCNA e ki67, Silva et al (Silva et al 2004) não demonstrou haver 
esta correlação entre FAS e ki67 em seu estudo. Além disso, Agostini et al (Agostini et 
al 2004) demonstrou, em um estudo com linhagens de células em cultura derivadas de 
carcinomas intra-orais, que a linhagem mais proliferativa não foi a que mais expressou 
FAS. Entretanto, estes estudos diferem do presente por terem se utilizado da 
comparação entre carcinomas oriundos de mesmas localizações anatômicas. A partir 
dos resultados aqui obtidos, a relação de FAS com os níveis de proliferação entre os 
carcinomas de mesmo tipo celular, mas oriundos de localizações diferentes, deve ser 
avaliada de forma mais aprofundada para que se estabeleçam os mecanismos exatos 
envolvidos na regulação destes níveis por esta proteína. A influência de FAS no 
descontrole do ciclo celular parece estar relacionado à formação de fosfolipídeos 
necessários para a síntese das membranas celulares no momento da mitose (Swinnen 
et al 2003). A inibição especifica de FAS reduz a proliferação celular e faz com que as 
células cancerosas entrem em apoptose, principalmente devido ao acúmulo intracelular 
de malonil-CoA (Furuya et al 1997; Zhou et al 2003; Bandyopadhyay et al 2006). Os 
resultados aqui obtidos mostraram que a diferença de expressão de FAS nos 
carcinomas intra-orais, de lábio inferior e pele sugere a necessidade de mais estudos 
para se confirmar se estes mecanismos também se apresentam alterados quando 
comparados estes tumores. 
 Assim como no estudo realizado por Silva et al (Silva et al 2004) com 
carcinomas intra-orais, os resultados deste estudo mostraram que a expressão de c-
erb-B2 tende a acompanhar, de forma proporcional, a de FAS (Kumar-Sinha et al 
2003); pois esta observação foi também confirmada entre os carcinomas de lábio 
inferior e pele. A expressão desta proteína foi proporcionalmente decrescente em 
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carcinomas intra-orais, de lábio inferior e pele, e esses achados reforçam a 
possibilidade de que c-erb-B2 possui importante papel na regulação da expressão de 
FAS em tumores das mais variadas localizações, e neste caso em lábio e pele 
(Menendez et al 2004a; Menendez et al 2005). Além disso, foi demonstrado que a 
super-expressão de c-erb-B2 é capaz de reduzir a estabilidade de p27 (Pruitt and Der 
2001). Neste estudo, essa observação pode estar associada a menor expressão de 
p27 nos tumores onde FAS e c-erb-B2 apresentaram valores proporcionalmente 
maiores. As diferenças estatísticas encontradas para a expressão de c-erb-B2 entre os 
carcinomas em boca comparados aos de lábio e pele, não ocorreram quando 
comparados apenas os carcinomas de lábio e pele. Esta análise, diferentemente do 
que ocorreu para a análise comparativa da expressão de FAS em boca e lábio, era 
esperada, pois os carcinomas de lábio e pele possuem comportamento clínico mais 
próximo quando comparados aos carcinomas intra-bucais. As observações que 
mostram ausência de diferenças entre a expressão de FAS nos carcinomas intra-orais 
e de lábio inferior e entre a expressão de c-erb-B2 entre os carcinomas de lábio inferior 
e de pele, podem sugerir um comportamento intermediário relacionado à expressão 
destas proteínas, quando avaliados os carcinomas localizados na semi-mucosa, região 
considerada como intermediaria entre a pele e a mucosa (Rogers, III and Bekic 1997). 
Não se pode, no entanto, atribuir este comportamento, de forma direta, somente à 
expressão destas proteínas ou às características dos epitélios presentes nestas 
regiões. Apesar de existirem algumas diferenças no comportamento biológico de 
queratinócitos dos tecidos bucais e da pele, como citado anteriormente; a 
proporcionalidade de expressão entre FAS e c-erb-B2 parece ser um ponto onde eles 
tendem a se assemelhar frente à ação destas proteínas relacionadas à proliferação 
celular. O estudo da co-expressão de FAS e c-erb-B2 de forma comparativa entre estes 
diferentes tipos de tumores mostrou que é possível relacioná-los aos mecanismos que 
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definem o comportamento biológico dos carcinomas (Kumar-Sinha et al 2003; 
Sebastiani et al 2006). Os maiores valores de expressão de FAS e c-erb-B2 
encontrados nos carcinomas intra-bucais em relação aos de lábio inferior e pele podem 
sugerir diferenças na influência destas proteínas em seu comportamento clínico. As 
observações quanto à expressão de c-erb-B2 em citoplasma ou membrana celular 
apresentadas neste estudo podem estar associadas a diferentes estágios de 
sinalização do ciclo celular que ocorrem durante o desenvolvimento dos carcinomas 
intra-orais, em lábio inferior ou em pele. O padrão de expressão em membrana, 
associado às áreas de maior diferenciação (Silva et al 2004), também foi expresso 
desta forma neste estudo, para os carcinomas oriundos de boca, lábio e pele, 
ressaltando-se que o grau de diferenciação histológica foi semelhante entre os casos 
das três localizações comparadas. Mesmo considerando-se que uma maior expressão 
citoplasmática foi encontrada nos carcinomas de pele, não parece claro se essa 
característica estaria influenciando na sua proliferação. Os carcinomas em pele 
poderiam estar em estágios mais tardios de ativação e internalização de receptores e 
proteólise de c-erb-B2 (Wolf-Yadlin et al 2006), embora, nessa região, os carcinomas 
tenham apresentado os menores valores de expressão global para esta proteína, 
quando comparados aos outros tumores. 
A associação da proteína p27 ao controle da proliferação celular em diversos 
tipos de tumores é bem descrito na literatura (Blain et al 2003; Kaldis and Aleem 2005; 
Hershko and Shapira 2006; Caldon et al 2006). A expressão de p27 apresentou-se de 
forma decrescente entre os carcinomas de pele, lábio inferior e intra-bucais. Estudos 
prévios demonstraram diminuição da expressão de p27 à medida que as lesões 
progridem em grau de displasia (Shibata et al 2001; Kovesi and Szende 2006). Os 
carcinomas intra-orais, que apresentaram os menores níveis de p27, foram os que 
tiveram os maiores índices de expressão para skp2, e essa relação de 
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proporcionalidade inversa foi observada de forma contrária nos carcinomas de lábio 
inferior e pele. Essa associação de expressão entre p27 e skp2 mostrou-se de acordo 
com os relatos da literatura para análises de carcinomas de forma isolada (Nakayama 
et al 2000; Latres et al 2001; Kudo et al 2005a). Estudos recentes têm demonstrado 
que a diminuição na expressão de p27 está principalmente associada à sua 
degradação através da ação de skp2 (Gstaiger et al 2001; Shintani et al 2003; 
Timmerbeul et al 2006; Auld et al 2007). Essa observação é reforçada por estudos que 
demonstraram a diminuição dos níveis de proteína p27 durante o desenvolvimento dos 
tumores, embora os níveis de RNAm permaneçam inalterados nos carcinomas 
(Nakayama et al 2001). Os resultados aqui apresentados podem indicar que o sistema 
de degradação ubiquitina-proteossomo via ação de skp2 ocorre de forma diferente 
entre os carcinomas oriundos de diferentes localizações. Entre outros fatores, essa 
forma de degradação de p27 pode ocorrer de forma mais eficiente nos carcinomas 
intra-orais quando comparados aos carcinomas de lábio inferior e pele, refletindo em 
comportamentos clínicos diferentes. A relação de expressão inversa entre p27 e skp2 
confirmada entre os três tipos de carcinomas analisados pode indicar um importante 
papel da expressão destas proteínas nos padrões de agressividade dos carcinomas, 
assim como para a relação das mesmas com FAS e c-erb-B2 (Spataro et al 2003; 
Knowles et al 2004; Menendez et al 2004b; Hulit et al 2006). Ao contrário do que 
relataram Watson et al (Watson et al 2006) em seu estudo, não foi encontrado nenhum 
padrão de marcação citoplasmático para p27 nos carcinomas aqui analisados e; 
portanto, nenhuma correlação entre este padrão foi estabelecida com o comportamento 
tumoral. 
Diversos estudos têm sugerido a atuação de Skp2 como oncogene (Gstaiger et 
al 2001; Signoretti et al 2002), pois foi demonstrado que a mesma é capaz de cooperar 
no desenvolvimento e transformação maligna de diversos tipos de carcinomas (Latres 
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et al 2001; Gstaiger et al 2001; Nelsen et al 2001). Além disso, novas vias de 
observação têm demonstrado que a interferência na ação de skp2, ou até mesmo sua 
degradação, impedem o crescimento das células cancerosas pela perda da capacidade 
de degradação de p27 (Bashir et al 2004; Wei et al 2004; Kudo et al 2005b). 
Assim como demonstrado por Knowles et al (Knowles et al 2004), a relação 
entre as expressões de FAS, skp2 e p27, foram observadas neste estudo para os 
carcinomas intra-orais, de lábio inferior e de pele. Considerando-se que os índices de 
expressão de FAS e skp2 mostraram-se diretamente proporcionais entre os 
carcinomas, e que os mesmos apresentaram expressões inversamente proporcionais 
aos níveis de p27, os resultados aqui obtidos corroboram as observações relatadas por 
Knowles et al (Knowles et al 2004), indicando que a inibição de FAS leva a uma 
redução nos níveis de skp2 e ao conseqüente aumento de p27, favorecendo o 
prognóstico dos pacientes (Shintani et al 2003; Al Moundhri et al 2005; Hershko and 
Shapira 2006; Tornillo et al 2007). Apesar de a média de área positiva de marcação 
para p27 nos carcinomas intra-bucais ter sido maior que para skp2, os resultados 
obtidos em densidade óptica demonstraram maior expressão de skp2 em relação a p27 
nestes carcinomas. Nestes casos, a degradação de p27 através de skp2 pode estar 
ocorrendo de forma mais eficiente em determinadas regiões dos tumores. 
Os valores absolutos encontrados para a expressão imuno-histoquímica em 
densidade óptica e área de marcação (em µm2) demonstraram claramente haver 
diferenças entre as expressões das quatro proteínas analisadas neste estudo, de modo 
que os carcinomas localizados em semi-mucosa apresentassem, muitas vezes, valores 
intermediários entre aqueles localizados em mucosa ou pele. A real causa destas 
observações requer análise mais acurada, pois inúmeros fatores podem interferir nesse 
comportamento, como as características teciduais e a atuação de diferentes agentes 
etiológicos, como a radiação actínica e o hábito de consumo de tabaco. 
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Os mecanismos pelos quais ocorre a conexão entre as expressões destas 
proteínas ainda não são completamente conhecidos; mas os resultados aqui 
apresentados indicam que o estudo comparativo dos carcinomas em diferentes 
localizações pode ser importante alvo para elucidação desses processos, além de 
indicar que as proteínas aqui estudadas tornam-se cada vez mais alvos terapêuticos 








1. Há diferenças entre as expressões de FAS, c-erb-B2, skp2 e p27 entre os 
tumores analisados, sendo as três primeiras proteínas mais expressas em 
carcinomas intra-orais, seguidos pelos tumores em lábio inferior e finalmente os 
de pele, onde é maior a expressão de p27; 
2. As expressões de FAS, c-erb-B2 e skp2 foram diretamente proporcionais entre 
os tumores, e estas foram inversamente proporcionais à expressão de p27 nos 
carcinomas das três regiões anatômicas estudadas; 
3. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o estudo da expressão 
de FAS, c-erb-B2, p27 e skp2 em carcinomas espinocelulares de diferentes 
regiões anatômicas deve ser utilizado como uma importante via para o 
entendimento do comportamento biológico destas lesões. 
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Médias de porcentagem de células com marcação imuno-histoquímica positiva 
para os marcadores anti-FAS, anti-c-erb-B2, anti-p27 e anti-skp2 nos 
carcinomas de mucosa, semi-mucosa e pele. 
Distribuição das médias de porcentagem de celulas positivas em contagem 
  FAS c-erb-B2 p27 skp2 
Mucosa 95.61 ± 3.61 96.8 ± 2.12 38.68 ± 10.17 87.56 ± 6.22 
Semi-mucosa 60.61 ± 16.31 66.01 ± 2.76 80.99 ± 3.60 39.61 ± 7.68 
Pele 46.11 ± 13.62 33.25 ± 9.99 96.69 ± 2.78 14.67 ± 7.36 
 
 

